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Asimilacion de Nitrogeno y Azufre

La importancia del nitrégeno para las plantas se acen-
tia por el hecho de que sélo carbono, hidrégeno y oxi-
geno abundan mis en ellas. Aunque el nitrégeno se
presenta en un gran nimero de constituyentes vegeta-
les, la mayor parte se halla en proteinas. En plantas, la
abundancia del azufre es de s6lo 1/15 la del nitrégeno,
pero se presenta en muchas moléculas, en especial en
proteinas. Por lo comin, ambos elementos se absor-
ben del suelo en formas muy oxidadas y deben redu-
cirse mediante procesos dependientes de energia antes
de ser incorporados en proteinas y otros constituyen-
tes celulares. Los sistemas metabdlicos humanos son in-
capaces de duplicar esta reduccion, de la misma manera
que no pueden reducir CO;. La descripcién de las for-
mas en que los nitratos y sulfatos se reducen, y des-
pués se combinan con esqueletos de carbono para
formar aminodcidos, es un objetivo importante de es-
te capitulo. También se discutiri Ia fijacién de N, at-
mosférico y las interconversiones de compuestos
nitrogenados en diversos estadios del desarrollo vege-
tal. Blevins (1989) presenta un magnifico resumen de
muchos aspectos relacionados con el metabolismo del
nitrégeno.

14.1 Ciclo del Nitrogeno

En nuestro ambiente, el nitrégeno existe en varias for-
mas. La continua interconversion de estas formas me-
diante procesos fisicos y biolégicos constituye el ciclo
del nitrogeno, el cual se resume en la Fig. 14-1.

En la atm&sfera existen grandes cantidades de nitré-
geno (78% en volumen) aunque, en términos energeé-
ticos, resulta dificil para los seres vivos obtener en una
forma utilizable los dtomos de nitrogeno que hay en
el N,. Aunque junto con el CO,; el nitrogeno penetra

por los estomas a las células de las hojas, s6lo hay enzi-
mas para reducir el CO,, por lo que el N, sale con la
misma rapidez con que entra. La mayor parte del ni-
trogeno llega a los seres vivos s6lo después de su fija-
cion (reduccidn) por microorganismos procariotes,
algunos de los cuales se encuentran en las raices de cier-
tas plantas, o mediante fijacion industrial en la manu-
factura de los fertilizantes. Con la lluvia también se
desplazan pequenas cantidades de nitr6geno de la at-
mosfera al suelo, en forma de iones amonio (NH,*) v
nitrato (NO;7), que después son absorbidos por las rai-
ces. Este NH, " se origina en combustiones industria-
les, actividad volcédnica e incendios forestales, mientras
que el NO; * proviene de la oxidacién de N, por el O,
0 el ozono en presencia de radiacidn ultravioleta o tor-
mentas eléctricas. Los océanos son otra fuente de
NOj™. Las capas blancas que el viento produce liberan
diminutas gotas de agua llamadas aerosoles, de las que
el agua se evapora dejando sales ocednicas suspendi-
das en la atmosfera. Cerca de las costas, estas sales pue-
den llegar a tierra con el agua de lluvia. Se les conoce
como sales ciclicas debido a que mis adelante regresan
al océano con las corrientes de agua.

La absorcion de NO;~™ v NH, * que realizan los ve-
getales les permite formar numerosos compuestos ni-
trogenados, sobre todo proteinas. Estiércol v plantas,
microorganismos y animales muertos en descomposi-
cion son importantes fuentes de nitrogeno que regre-
sa al suelo, si bien la mayor parte de este nitrégeno es
insoluble y no estd disponible de inmediato para que
lo utilicen las plantas. Casi todos los suelos contienen
pequenas cantidades de diversos aminodcidos, produ-
cidos principalmente por la descomposicién microbia-
na de materia organica, pero también por excreciones
de las raices vivas. Aun cuando tales aminoicidos pue-
den ser absorbidos y metabolizados por las plantas, és-
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Figura 14-1 Ciclo del nitrégeno.

tos y otros compuestos nitrogenados mds complejos
contribuyen poco, de manera directa, a las necesida-
des de nitrégeno del vegetal. Sin embargo, tienen gran
importancia como reservas de nitrégeno, ya que de ahi
se pueden extraer NH;* y NO3™. De hecho, hasta un
90% del nitrégeno total en los suelos puede estar en
la materia orgénica, aunque en algunos casos existen
cantidades significativas de NH;* en coloides de ar-
cillas.

La conversion de nitrégeno orginico en NH,*, por
bacterias y hongos del suelo se conoce como amonifi-
cacion. Este proceso puede ocurrir con muchos tipos
de microorganismos, a temperaturas y a diversos valo-
res de pH. Después, en suelos hiimedos cdlidos con pH
casi neutro, el NH4* es oxidado ain mas por bacterias
a nitrito (NO, *) y NO3~ en unos pocos dias tras su for-
macién o adicién como fertilizante. Esta oxidacion, co-
nocida como nitrificacién, proporciona energia para la
-supervivencia y proliferacién de los microbios mencio-
nados, como lo hace la oxidacién de alimentos mais
complejos para otros organismos. Las bacterias del gé-
nero Nitrosomas son mas importantes en la oxidacion
de amonio a nitrito, mientras que las bacterias del gé-
nero Nitrobacter por lo comin reducen la mayor par-

plantas y animales muer-
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te del nitrito a nitrato. En muchos suelos frios, dcidos
o hip6xicos, sin embargo, las bacterias nitrificantes son
menos eficaces y abundantes, por lo que el NH4* vie-
ne a ser una fuente nitrogenada mds importante que el
NO;~. Esto es vilido, por ejemplo, en suelos drticos y
pantanos anaerobios. Muchos drboles de bosque absor-
ben la mayor parte de su nitrégeno en forma de NH,*
debido al pH bajo, comin en suelos forestales y, pro-
bablemente, a causa de que otros factores contribuyen
a reducir las tasas de nitrificacion. Debido a su carga
positiva, el NH;* se adsorbe a coloides del suelo,
mientras que el NO3;™ no es adsorbido, por lo que se
lixivia con mucho mayor facilidad.

También se pierde nitrato de los suelos por desnitri-
ficacidn, el proceso por el cual bacterias anaerobias for-
man N,, NO, N;O y NO, a partir de NO3*. Estas
bacterias utilizan NO;™ en vez de O, como aceptor de
electrones durante la respiracién, con lo que obtienen
energia para sobrevivir. La desnitrificacion se presenta
en el suelo a profundidades considerables (donde la pe-
netracioén de O, es limitada), en suelos inundados o
compactos y en ciertas regiones cercanas a la superfi-
cie del suelo donde la concentracién de O, es baja
porque se le utiliza con especial rapidez en la oxida-
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cién de materia orgdanica. Ademas, las plantas pierden
en la atmosfera pequenas cantidades de nitrégeno en
forma de NHj, N,O, NO, y NO, volatiles, sobre todo
cuando se encuentran bien fertilizadas con nitrégeno
(Wetselaar y Farquhar, 1980; Duxbury et a/., 1982). Las
formas oxidadas de nitrogeno que hay en la atmdsfera
son importantes en términos ecologicos, porque cuan-
do se convierten en NO;~, aportan HNOj a la precipi-
tacion pluvial (““lluvia dcida™).

14.2 Fijacion del Nitrogeno

El proceso por el que el N, se reduce a NHy* se co-
noce como fijacion de nitrégeno (lo cual es revisado por
Dixon y Wheeler, 1986). Hasta donde se sabe, solo lo
realizan procariotes. Entre los fijadores de nitrogeno
principales se encuentran ciertas bacterias de vida li-
bre del suelo, cianobacterias de vida libre (algas verde-
azules) en la superficie del agua o €l suelo, cianobacte-
rias en asociacion simbidtica con hongos, en liquenes
o con helechos, musgos y hepaticas (Peters, 1978; Pe-
ters y Meeks, 1989), y bacterias u otros microbios en
simbiosis con raices, en especial de leguminosas. Su co-
metido en la fijaciéon de nitrégeno es de gran impor-
tancia para la cadena alimentaria en bosques, ambientes
marinos y de agua dulce, e incluso en regiones drticas.
Ademis, la actividad de las raices de plantas fijadoras
de nitrégeno beneficia a las raices de plantas circundan-
tes, ya sea por la excrecion de nitrégeno en los nodu-
los o mediante la descomposicion microbiana de
nodulos y atn de plantas completas (Ta y Faris, 1987).
Esta contribucioén es importante en la agricultura, en
donde muchas veces se utilizan mezclas de legumino-
5as y pastos como pasturas.

Se ha estudiado la fijacion de nitrogeno en alrede-
dor del 15% de las casi.20 000 especies de la familia
Fabaceae (Leguminosae), de las cuales como un 90%
poseen nodulos radicales, que es en donde se realiza
la fijacion (Allen y Allen, 1981). Las especies importan-
tes no leguminosas que fijan N, son arboles y arbus-
tos de diversa taxonomia, ya que representan 23
géneros y ocho familias, incluyendo miembros de los
géneros Alnus (aliso), Myrica (como M. gale el mirto
de turbera), Shepherdia, Coriaria, Hippophae, Eleag-
nus (olivo), Ceaonothus y Casuarina (Tjepkema et al.,
1986; Dawson, 1986). Estas plantas no leguminosas son
plantas pioneras tipicas en suelos con deficiencia de ni-
trogeno; por ejemplo, M. gale en suelos pantanosos del
oeste de Escocia y Casuarina equisetifolia en dunas
arenosas de islas tropicales. En la Fig. 14-2 se muestra
el importante cometido de los noédulos radicales en M.
gale para el aporte de nitrogeno. Todas las plantas que
aparecen en esta figura tienen cinco meses de edad, pe-
ro solo el grupo nodulado de la izquierda pudo crecer
bien en la solucion nutritiva carente de sales nitro-
genadas.
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Figura 14-2 Ejemplares de mirto de turbera (Myrica gale)
cultivados con (izquierda) y sin (derecha) nédulos en una
solucién hidropénica carente de nitrégeno. Las plantas se
cultivaron en la solucion, a partir de la semilla, durante cin-
co meses. (Tomado de Bond, 1963.)

Existe interés considerable entre los dasonomos por
seleccionar y reproducir drboles no leguminosos fija-
dores de nitrogeno susceptibles de plantarse junto con
arboles de mayor importancia economica o antes de
ellos. Uno de los objetivos de esto es reducir la necesi-
dad de fertilizantes nitrogenados en la industria ma-
derera. Ya se ha logrado cierto éxito utilizando
poblaciones mixtas de pino Oregon vy aliso rojo en el
Noroeste de Estados Unidos. Hay diferentes especies
de aliso que prometen para otras regiones templadas,
y debe haber especies de otros géneros que sean efica-
ces en regiones tropicales (Dawson, 1986).

Se han identificado los microorganismos responsa-
bles de la fijacion del nitrogeno en raices de diversas
especies. En algunos drboles tropicales se trata de va-
rias cianobacterias, pero en la mayoria de los drboles
0 arbustos son actinomicetos (procariotes filamentosos)
del género Frankia los que realizan este proceso. En
leguminosas, los responsables son especies bacterianas
de los géneros, muy relacionados entre si, Rbizobium,
Bradyrbizobium y Azorbizobium (Downie y Johnson,
1988; Djordjevie et al., 1987; Quispel, 1988). Hay es-
pecies de Rhizobium, 0 semejantes a este género, que
solo son eficaces con una especie de leguminosa. To-
dos los rizobios son bacterias aerobias que subsisten
en el suelo como saprofitas hasta que infectan un pelo
radical (Fig. 14-3) o, en ocasiones, una célula epidér-
mica danada. Por lo comun, los pelos radicales respon-
den a la invasion curvdndose y rodeando a las bacterias;
el enrollamiento de la raiz es causado por moléculas no
identificadas que libera la bacteria. Otro hallazgo inte-
resante es el hecho de que los genes de los rizobios que
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Figura 14-3 Desarrollo de nédulos radicales en la soya. (a)
y (b) Bacterias del género Rhizobium entran en contacto
con un pelo radical susceptible, se dividen en su cercania
y, al tener éxito la infeccién del pelo radical, hacen que és-
te se curve. (¢) Filamento de infeccién con bacterias en di-
vision, ahora modificadas y evidentes como bacteroides.
Los bacteroides hacen que se dividan las células corticales
y del periciclo. La divisién y el crecimiento de células corti-
cales y del periciclo dan lugar a d un nédulo maduro com-
pleto, con tejidos vasculares que se contintan con los de la
raiz. Los tres nédulos mayores de la derecha tienen de 3 a
4 mm. (Micrografia en d de Bergersen y Goodchild, 1973.)

controlan la produccién de las moléculas que causan
el enrollamiento son activados en primera instancia por
compuestos que liberan las raices, quiza los pelos radi-
cales. En alfalfa, trébol y haba, los compuestos que mds
abundan son ciertos flavonoides (los cuales se descri-
ben en la Secc. 15.7; Bothe, 1987; Maxwell et al., 1989).
Estos resultados resaltan el hecho de que tal vez los pe-
los radicales envian diversas sefiales quimicas especifi-
cas que, de alguna manera, son reconocidas por las
bacterias invasoras (Kondorosi y Kondorosi, 1986).
A continuacion, las enzimas bacterianas degradan
parte de la pared celular y permiten que las bacterias
entren a las células del pelo radical. Entonces, el pelo
radical produce una estructura filiforme llamada fila-
mento de infeccién y que consiste en una extension arro-
llada de membrana plasmitica de la célula invadida,
junto con celulosa nueva que se forma dentro de esta
membrana. Las bacterias se multiplican abundantemen-
te dentro del filamento, el cual avanza hacia el interior
penetrando a través de las células corticales y entre ellas.
Las bacterias se liberan en el citoplasma de las célu-
las de la corteza interna y estimulan la divisién de algu-
nas cé€lulas (sobre todo tetraploides). Estas divisiones
causan una proliferacién de tejidos, con lo que se llega
a formar un nédule radical maduro (Fig. 14-3) confor-
mado, en gran parte, por células tetraploides que con-
tienen bacterias, asi como por algunas células diploides

filamento
de infeccion
con bacterias

célula de la corteza nodulos maduros

interna en mitosis

c d

sin bacterias. Cada bacteria agrandada, carente de mo-
tilidad, se conoce como bacteroide. Una célula tipica de
nddulo radical contiene varios miles de bacteroides

(Fig. 14-4). Por lo general los bacteroides se encuen-
tran en €l citoplasma en grupos, cada uno rodeado por
una membrana celular denominada membrana peribac-
teroidea. Entre esta membrana y el grupo de bacteroi-
des se encuentra una region que recibe el nombre de
espacio peribacteroideo. Fuera de este espacio, en el ci-
tosol, se encuentra una proteina conocida como leg-
hemoglobina (Apleby, 1984; Appleby et al., 1988;
Haaker, 1988; Powell y Gannon, 1988). Esta molécula
es roja debido a un grupo hem (como en la hemoglo-
bina de la sangre) que se encuentra unido como grupo
prostético a la proteina incolora globina. La leghemo-
globina da a los nédulos de leguminosa color rosa, el
cual se encuentra mucho mais diluido en nodulos de
plantas no leguminosas. Se piensa que la leghemoglo-
bina ayuda a llevar O, a los bacteroides 2 tasas muy
controladas. Demasiado O, desactiva a la enzima que
cataliza la fijacion de nitrégeno, pero se necesita cierta
cantidad de O, para la respiracién del bacteroide.
La fijacion de nitrégeno en nddulos radicales se efec-
tia directamente dentro de los bacteroides. La planta
hospedante proporciona carbohidratos a los bacteroi-
des, los cuales los oxidan para obtener energia. Estos
carbohidratos se forman primero en las hojas, durante
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Figura 14-4 (a) Micrografia electrénica de transmision de
bacteroides er: el interior de partes de tres nédulos radica-
les de soya (Glycine max). Con frecuencia, numerosos bac-
teroides (B) se encuentran en grupos de cuatro a seis,
cada grupo rodeado por un espacio peribacteroideo (regién
clara) y este Gltimo rodeado por una membrana peribacte-
roidea (PBM). Pueden apreciarse las paredes celulares de |a
planta, asi como un espacio intercelular lleno de aire, arriba
a la izquierda. (Tomado de D. A. Day, G. D. Price y M. K.
Udvardi, 1989.) (b) Micrografia electrénica de transmision
Que muestra cientos de bacteroides en una célula de un
nodulo radical de frijol (Phaseolus vulgaris). Los granulos
mayores, con forma de huevo, probablemente son granulos
de almidén. (Cortesia de P. Dayanandan.)

la fotosintesis, y después se translocan hacia los nodu-
los radicales a través del floema. La sacarosa es el car-
bohidrato que se transloca en mayor abundancia, al
menos en leguminosas. Algunos de los clectrones y ATP
que se obtienen durante la oxidacion que efectdan los
bacteroides se utilizan para reducir N, a NH, +—,

Bioquimica y Fisiologia de la
Fijacion de Nitrogeno

La reaccion quimica global para la fijacion de nitroge-
no (reduccién) se resume en Ia Ecuacion 14.1:

—

N, + 8 electrones + 16 MgATP + 16 H,0

2NH; + H; + 16 MgATP + 16 Pi + 8H* (14.1)
Como puede apreciarse, el PIoceso requiere tanto una
fuente de electrones Y PIotones Como numerosas mo-
léculas de ATP. Ademds, parece ser obligatoria la pro-
duccion de un H, por cada N, que se reduce (Haaker,
1988; Haaker y Klugkist, 1987). También se requiere
un complejo enzimatico denominado nitrogenasa, ¢]
cual cataliza la reduccién de otros muchos sustratos,
incluyendo acetileno, cianuro, azida, 6xido de nitro-

5
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g¢eno ¢ hidrazina. La reduccién de acetileno a etileno
se mide con frecuencia para estimar las tasas de fijacion
de nitrégeno en suelos, lagos y corrientes de agua, en
parte debido a que resulta muy sencillo cuantificar el
etileno con un cromatdgrafo de gases.

La fuente original de electrones Y protones es el car-
bohidrato que se transloca de las hojas (y que después
las bacterias respiran). La respiracion de carbohidra-
to por bacteroides causa la reduccion de NAD* 3
NADH* o de NADP* 2 NADPH, como se describié en
el Cap. 13. De manera alternativa, en algunos organis-
mos fijadores de nitrégeno la oxidacion de piruvato du-
rante la respiracién provoca la reduccion de una
proteina que se conoce como Sflavodoxina; después fla-
vodoxina, NADH o NADPH reducen la ferredoxina o
proteinas similares muy eficientes para reducir N; a
NH:% .

La nitrogenasa acepta electrones de flavodoxina, fe-
rredoxina u otros agentes reductores eficaces mientras
cataliza la fijacion de nitrégeno. La nitrogenasa se com-
pone de dos proteinas distintas. con frecuencia de-
nominadas ferroproteina (Fe-proteina) y ferro-
molibdoproteina (Fe-Mo-proteina). La Fe-Mo-
proteina posee dos dtomos de molibdeno y 28 de hie-
rro; la Fe-proteina contiene cuatro atomos de hierro en
un grupo Fe4S,. Tanto hierro como molibdeno se re-
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2MgADP + 2Pi
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ducen y después se oxidan cuando la nitrogenasa acepta
electrones de la ferredoxina y los transfiere al N, para
formar NH4*. El ATP es esencial para la fijacion, de-
bido a que se une a la ferroproteina y hace que €sta ac-
tie como un agente reductor mds fuerte. La Fe-proteina
transfiere electrones a la Fe-Mo-proteina, simultdnea-
mente con la hidrélisis de ATP a ADP. La Fe-Mo-
proteina completa entonces la transferencia de electro-
nes, al N, y a los protones, para formar dos NH; y un
H,. En la Fig. 14-5 se resume el proceso del transpor-
te de electrones (con la flavodoxina como donador de
electrones) v utilizaciéon de ATP.

La fijaciéon de nitrégeno es, como se mencionod an-
tes, sensible al exceso de O,, porque tanto la Fe-
proteina como la Fe-Mo-proteina de la nitrogenasa se
desnaturalizan de manera oxidativa por accion del O,.
La leghemoglobina controla en parte la disponibilidad
de O, en el bacteroide, pero ciertas caracteristicas ana-
témicas complejas del bacteroide en si (como la corte-
za y endodermis que rodean todos los haces vasculares
y células que contienen bacteroides) parecen ser mu-
cho mis importantes para mantener un nivel bajo de
O, alrededor de la nitrogenasa al actuar como barrera
a la difusién del aire en el suelo (Dakora y Atkins, 1989).
Al parecer, la evolucién de la relacion simbidtica entre
bacterias fijadoras de nitrégeno y raices vegetales lle-
vé al desarrollo de un excelente sistema de proteccion
contra el oxigeno: el nédulo radical entero. En los or-
ganismos llamados de vida libre que fijan nitrogeno
(bacterias y cianobacterias), las modificaciones bioqui-
micas parecen ser mas importantes (Becana y Ro-
driguez-Barrueco, 1989).

El NH; (tal vez en forma de NHy*) se transloca fue-
ra de los bacteroides antes de que pueda ser metaboli-
zado por completo y utilizado por la planta hospedante.
En el citosol de las células que contienen bacteroides
(externas a la membrana peribacteroidea), el NH;4* se
transforma en glutamina, dcido glutimico, asparagina
y, en muchas especies, compuestos ricos en nitrogeno
denominados ureidos. Los dos ureidos principales en
leguminosas son alantoina (C4NsHgO3) y dcido alan-
toico (C4N4HgOy; véanse las estructuras en la Fig. 8-21);
como la asparagina (C4N,H-Oy), tienen proporciones

Figura 14-5 Resumen del transporte
de electrones, desde flavodoxina
reducida a Np y H* en tres

N, + 8H’ grandes pasos.

2NH; + H,

C:N relativamente elevadas. Cada uno de estos tres com-
puestos representa una de las formas principales en que
el nitrogeno se transloca de los nodulos a otras partes
de la planta. La asparagina predomina en leguminosas
de origen templado, como chicharo, alfalfa, trébol y
altramuz. Los ureidos predominan en plantas de origen
tropical como soya, caupi (Vigna sinensis) y varias es-
pecies de frijol (Schubert, 1986). En ¢l aliso, una plan-
ta no leguminosa, otro ureido al que se conoce como
citrulina (véase la Fig. 8-21) es el principal compuesto
nitrogenado que se transporta desde los nédulos ra-
dicales.

Los ureidos y la asparagina se desplazan de las c€lu-
las que contienen bacteroides a las c€lulas del perici-
clo adyacente a los haces vasculares que rodean al
nédulo en si. En muchas especies, estas c€lulas del pe-
riciclo se encuentran modificadas como células de
transferencia (Secc. 8.3) que al parecer secretan activa-
mente compuestos nitrogenados hacia las células de
conduccién en el xilema (Walsh et al., 1989). De aqui,
los compuestos se mueven por el xilema de la raiz y
el tallo al que se conectan los haces vasculares del n6-
dulo. Dichos compuestos se degradan (en gran parte
en las hojas) para formar otra vez NH,*, y el nitroge-
no se incorpora ripidamente en aminodcidos, amidas
y proteina (Winkler et al., 1988). Las raices de plantas
noduladas que no se nodulan por si mismas parecen
recibir cantidades apreciables de nitrégeno sélo des-
pués de que éste ha pasado a las hojas y regresado por
el floema junto con sacarosa. Hay, por tanto, un pro-
ceso ciclico: ascenso de nitrogeno por el xilema, de los
noédulos a los brotes, y regreso del exceso de nitroge-
no hacia las raices, via el floema.

Debido a la importancia de la fijacion de nitrégeno,
tanto en la naturaleza como en la agricultura, muchos
especialistas en ecologia, agronomia y fisiologia vege-
tal han estudiado los factores genéticos y ambientales
que la controlan. El elevado costo de los fertilizantes
nitrogenados ha estimulado atin mds la investigacion
en los ultimos anos. En general, se encuentra que 10s
factores que favorecen la fotosintesis, como son valo-
res elevados de humedad, temperatura, luz del sol y ni-
veles de CO,, estimulan la fijacion de nitrégeno (Neves
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y Hungria, 1987; Sheehy, 1987). En consistencia con
esto, la tasa de fijaciéon de nitrégeno es mdxima hacia
el mediodia, cuando la translocacién de aziicares de las
hojas a los nédulos se efectda con rapidez. Las horas
que preceden al atardecer también son momentos en
que la respiracion se realiza con especial rapidez, y la
corriente de transpiracion ayuda a eliminar compues-
tos nitrogenados de las raices y nédulos radicales (Pa-
te, 1980).

Diversos factores genéticos controlan Ias tasas de fi-
jacion de nitrégeno y la productividad de legumino-
sas. Uno de los factores tiene que ver con la efectividad
con que ocurre la nodulacion, lo que depende de pro-
cesos de reconocimiento, controlados genéticamente,
entre las especies bacterianas y las especies o varieda-
des de leguminosas. Los investigadores estan realizan-
do intentos por incrementar la eficiencia de la
nodulacion, modificando genes de diversos rizobios y
seleccionando variedades de hospedantes mas compa-
tibles (Rolfe y Gresshoff, 1988; Martinez et al., 1990).
Otro factor genético se relaciona con la capacidad de
la nitrogenasa de todos los organismos de reducir H+*
en competencia con N,. Como muestra la Reaccién
14.1, una cuarta parte de los electrones disponibles gra-
cias a la reduccién del N, se utilizan para reducir H+
a H,, el cual escapa a la atmésfera del suelo, llevando-
se consigo energia desperdiciada. De cualquier forma,
la mayoria de las especies de Rbizobium, asi como otras
estrechamente relacionadas y bacterias de vida libre,
contienen una hidrogenasa que oxida gran parte del H,
a H,O antes de que escape. Durante esta oxidacién se
produce ATP a partir de ADP y Pi. Hay evidencia de
que la soya y algunas otras leguminosas que contienen
cepas de Rbizobium con una hidrogenasa activa pre-
sentan rendimientos ligeramente mayores que los de
leguminosas que contienen un mutante sin hidrogena-
sa, tal vez debido a que se desperdicia menos energia
(Eisbrenner y Evans, 1983; Neves y Hungria, 1987; Stam
etal., 1987). Quizd mediante técnicas de ingenieria ge-
nética puedan hallarse o desarrollarse especies 0 cepas
de Rhizobium con hidrogenasas activas Y que sean atin
mas eficaces para incrementar la productividad de las
leguminosas. El objetivo de incorporar genes para la
fijacién de nitrégeno en raices de especies no legumi-
nosas por técnicas de ingenieria genética en la actuali-
dad parece lejano, en parte debido a que los genes
implicados en la fijacién de nitrégeno y su control son
muy numerosos. Sin embargo, se esti logrando un pro-
greso considerable en este campo.

El estadio de crecimiento también influye en la fija-
cién de nitrégeno. Tres leguminosas importantes —
soya, chicharo y cacahuate— presentan tasas de fijacién
miximas después de la floracién, cuando aumenta la
demanda de nitrégeno en semillas y frutos en desarro-

llo. Estas especies, como es comun en leguminosas, tie-

nen semillas muy ricas en proteinas. De hecho, las
~ semillas de soya contienen 40% de proteina, el porcen-
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taje mds elevado que se conoce para cualquier planta.
Cerca del 90% de la fijacion de nitrégeno en estas es-
pecies se efectia durante el periodo de desarrollo re-
productivo, y como el 10% durante los dos primeros
meses de crecimiento vegetativo.

De manera sorprendente, Ia fijacién de nitrogeno so-
lo proporciona alrededor del 25 al 50% del nitrégeno
total en varios granos de leguminosas maduros culti-
vados en suelos con fertilidad normal; el restante 50
a75% se absorbe del suelo en forma de NO;~ o NH,*,
en mayor medida durante el periodo de crecimiento
vegetativo. Por otra parte, no suele ser posible incre-
mentar la productividad de los granos de legumirosas
con fertilizantes nitrogenados, ya que la fijacién de ni-
trogeno disminuye con el incremento de la cantidad
de nitr6geno que se absorbe como fertilizante. En el
caso de los fertilizantes que contienen nitratos, este de-
cremento se debe a inhibicién de la unién del rizobio
a los pelos radicales, aborto de filamentos de infeccion,
lentitud de crecimiento del nédulo, inhibicién de Ia fi-
jacion en nédulos ya establecidos y senescencia mds
ripida de los nédulos cuando se agrega NO;~ o NH4*
(Robertson y Farnden, 1980; Streeter, 1988).

La cantidad de N, fijada por especies perennes de
leguminosas nativas y cultivadas en diversos momen-
tos de la temporada de crecimiento probablemente es
maxima durante el desarrollo reproductivo. El porcen-
taje de nitrégeno que se deriva del N, fijado en tales
especies tal vez sea mayor que en leguminosas anuales
como chicharo, frijol y soya, debido a que los n6édulos
son perennes y la fijaciéon debe empezar antes que en
las anuales, en las que el desarrollo nodular debe em-
pezar de nuevo cada afio. Ademds, las plantas nativas
que fijan nitrégeno muchas veces crecen en suelos re-
lativamente infértiles en los que la principal entrada de
nitr6geno es por fijacién. Para campos de alfalfa peren-
nes, en los que cada cultivo se retira tan pronto como
florece, la principal fuente de nitrégeno es la fijacion
(Vance y Heichel, 1981).

14.3 Asimilacion de Nitrato
y Iones Amonio

Para plantas que no pueden fijar N,, las Gnicas fuentes
importantes de nitrégeno son NO; y NH;*. En gene-
ral, esto es vilido para todas las plantas cultivadas, ex-
cepto leguminosas (sin embargo véase el Ensayo 14.1).
Las plantas cultivadas y muchas especies nativas absor-
ben la mayor parte del nitrégeno en forma de NO,~,
debido a que el NH4* es oxidado a NO;~ con mucha
rapidez por bacterias nitrificantes. Sin embargo, comu-
nidades climax de coniferas y pastos absorben casi to-
do el nitrégeno en forma de NH,* debido a que la
nitrificacion es inhibida por un pH bajo del suelo o por
taninos y compuestos fenélicos (Rice, 1974; Haynes y
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Goh, 1978). Runge (1983) y Bloom (1988) revisan la im-
portancia de NO3;~ y NH4* para varias especies en di-
versas condiciones ambientales. Primero se estudiard
la asimilacién de nitrato, por su abundancia en la ma-
yoria de los suelos y debido a que debe transformarse
en NH4* en la planta antes de que el nitrégeno forme
parte de aminodcidos u otros compuestos nitrogenados.

Sitios de Asimilacion de Nitrato

Tanto raices como partes aéreas requieren compues-
tos nitrogenados, pero, ;en cudl de estos Organos se re-
duce el NO3~ y se incorpora a compuestos organicos?
Las raices de algunas especies pueden sintetizar todo
el nitrogeno que necesitan a partir de NO3™, mientras
que las raices de otras especies dependen de las partes
aéreas para obtener nitrégeno organico. La evidencia
de este hecho proviene de dos tipos de estudios. En
uno, se permite que las plantas absorban NO;™, des-
pués de lo cual se hieren sus tallos para colectar y ana-
lizar la savia del xilema, con objeto de ver si contiene
NO;~ o compuestos de nitrégeno reducido. En el se-
gundo tipo, se compara la actividad de la nitrato reduc-
tasa en raices y paftes aéreas (en especial hojas). En cada
caso, la suposicion razonable es que la mayor parte de
la reducciéon de NO3~ ocurre en el sitio (raiz o parte
aérea) donde se presenta el grueso de la actividad de
la nitrato reductasa. Cada uno de estos estudios presenta
problemas, pero cuando coinciden, nos inclinamos a
creer que los resultados reflejan lo que ocurre en la na-
turaleza. Andrews (1986) resume los resultados para mis
de 30 especies y describe algunos de los factores que
influyen en el sitio donde s * reduce el nitrato (véase
también Van Beusichem et al., 1987).

En la Fig. 14-7 se muestran los resultados de un es-
tudio en el que se analizaron sustancias nitrogenadas
en la corriente de transporte del xilema de varias espe-
cies herbiceas durante el crecimiento vegetativo; las
plantas tenian las raices en arena humedecida con una
solucién nutritiva a base de nitrato. (Las leguminosas
carecian de n6dulos radicales.) Ninguna de estas plan-
tas translocé cantidades detectables de NH,* a las par-
tes aéreas, pero algunas realizaron el transporte de
grandes cantidades de nitrégeno orginico derivado de
NH4*, en especial aminodcidos y amidas. El abrojo
(Xanthium strumarium) y €l altramuz (Lupinus albus)
representan extremos entre las especies de este estu-
dio. Las raices del abrojo casi no reducen NO3™ porlo
que al parecer dependen de aminodcidos translocados
en el floema desde las hojas. En el altramuz, casi todo
el NO;~ se absorbi6 y transformd en aminodcidos y
amidas en las raices. Otros investigadores han obteni-
do resultados similares con estas dos especies (Andrews,
1986). La mayoria de las coniferas y los arboles deci-
duos estudiados se comportan como el altramuz y trans-
locan poco NO;~ a las partes aéreas, usualmente

provistas en estas especies de una dieta de nitrégeno
organico. Se necesita mucho mds investigacion en plan-
tas de diferentes edades y en coniferas, otros arboles
de bosque y plantas herbdceas en estado silvestre, ca-
sos en los cuales las hifas de las micorrizas pueden apor-
tar compuestos orginicos a las células de la raiz.
Ademis, los tipos de compuestos que se transportan
a las partes aéreas de leguminosas se modifican cuan-
do hay nédulos radicales y cuando se fija nitrégeno en
asparagina y ureidos (Winkler et al., 1988; Pate, 1989).
Queda mucho por aprender acerca de lo que en reali-
dad ocurre en la naturaleza.

Las cantidades relativas de NO3~ y nitrogeno orgd-
nico en el xilema dependen de las condiciones ambien-
tales. Incluso plantas que por lo comun no translocan
mucho NO;~ lo hacen si se proporcionan al suelo
grandes cantidades de este ion, o si las raices se encuen-
tran frias (Andrews, 1986). En estas condiciones, la re-
duccion de NO;3~ en raices no puede seguir el paso al
transporte hacia las partes dereas. Por tanto, hay reduc-
cion en hojas y tallos, en especial durante dias soleados.

Proceso de la Reduccion de Nitrato

El proceso global de la reduccion de NO;~ a NHy* es
dependiente de energia y se resume en la Reaccién 14.2:

NO;~ + 8 electrones + 10 H* = NH4* + 3 H,O
(14.2)

El nimero de oxidacién del nitrégeno cambia de +5
di=3

En breve se describiri el origen de los ocho electro-
nes (y 10 H*) que se necesitan para este proceso de re-
duccion, pero noétese que en la reaccién se utilizan dos
H* mas que electrones. Este uso de H* hace que el
PH de la célula aumente. El continuo incremento de
pH podria resultar letal para las plantas si €stas no tu-
viesen forma de reemplazar dichos iones H* (Raven y
Smith, 1976; Raven, 1988). Alrededor de la mitad se
neutralizan cuando el NH,* subsecuentemente se con-
vierte en proteina, ya que este proceso libera un H*
por cada dtomo de nitrégeno implicado. La neutraliza-
cién de la otra mitad se efectaa por diversos mecanis-
mos (Raven, 1988). En algas, angiospermas acudticas y
raices, los iones H* se absorben del medio circundan-
te o se excretan iones OH™ al medio, lo que ayuda a
mantener constante el pH celular. En partes aéreas, ¢l
reemplazo de iones H* se efectia mediante la produc-
cion de dcido malico y otros dcidos derivados de azi-
cares 0 almidén. Esto es parte de un mecanismo
estabilizador del pH (“‘pH stat’’) que actia debido a que
la PEP carboxilasa fija de manera mucho mas eficaz PEP
y HCO;™ en dcido oxalacético, el precursor del acido
midlico, a medida que sube el pH. También se piensa
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Figura 14-7 Cantidades relativas de compuestos nitrogenados en la savia del xilema de
varias especies. Las plantas se cultivaron con las raices en arena estéril humedecida con
una solucién nutritiva estéril, la cual contenia 140 mg/L de nitrégeno en forma de nitrato
(10 mM NO37); después se cortaron los tallos para colectar la savia del xilema. Las espe-
cies de la porcién superior de la figura transportan sobre todo nitrato; las de la porcion
inferior, sobre todo amidas y aminoéacidos. Dos leguminasas también transportan ureidos,

en especial citrulina. (Tomado de Pate, 1973.)

que parte de los aniones malato que se producen du-
rante el proceso de neutralizacién se transportan por
el floema, en forma de sales de K+, de regreso a las rai-
ces. Este transporte impide que el potencial osmaético
se torne demasiado negativo cuando se acumulan sa-
les de dcidos orgdnicos en las células de las partes dereas.
En raices, el malato que se transporta se descarboxila
a piruvato y CO,, mientras que el K* se recircula con
NO;~ y otros aniones de vuelta a las partes aéreas a tra-
vés del xilema.

La reducci6n del nitrato se efectia en dos reaccio-
nes distintas catalizadas por enzimas diferentes. La pri-

mera reaccion es catalizada por la nitrato reductasa (NR),
una enzima que transfiere dos electrones procedentes
.del NADH o, en unas pocas especies, del NADPH. Los
productos son nitrito (NO,7), NAD* (0 NADP*) y
HzO:

NO, + NADH + H" NR, NO," + NAD" + H,0

(14.3)

Esta reacciodn se efectia en el citosol, fuera de cualquier
organelo. La NR se compone de dos subunidades de




cadenas polipeptidicas idénticas (Campbell, 1988; So-
lomonson y Barber, 1990), cada una codificada por un
gen nuclear. Contiene FAD, hierro en un grupo pros-
tético hem y molibdeno, todo lo cual se oxida y redu-
ce de manera consecutiva a medida que se transportan
los electrones del NADH al 4tomo de nitrégeno en el
NO;™.

La NR se ha estudiado intensivamente debido a que,
con frecuencia, su actividad controla la velocidad de
la sintesis de proteinas en plantas que absorben NO,~
como fuente principal de nitr6geno. La actividad de la
NR es afectada por diversos factores. Uno es la veloci-
dad de su sintesis y otro es la tasa de su degradacion
por enzimas que digieren proteinas (proteinasas, que
se describen en la Secc. 14.5). Al parecer, la NR se sin-
tetiza y degrada continuamente, de manera que €stos
procesos controlan la actividad de la enzima regulan-
do la cantidad de NR en las células. Dicha actividad tam-
bién es afectada tanto por inhibidores como por
activadores en el interior de la célula. Aunque es dificil
discriminar los efectos de estos factores, es claro que
los niveles elevados de NO;~ en el citosol incremen-
tan la actividad de NR, en gran parte debido a que es
mds rdpida la sintesis de la enzima (Rajasekhar y Oel-
miiller, 1987; Campbell, 1988). Este es el caso de la in-
duccién enzimatica —incremento en la formacion de una
enzima a causa de una sustancia en particular—. La in-
duccién enzimidtica es muy comin en microorganis-
mos, pero en mamiferos o vegetales se conocen pocos
ejemplos. La induccion de la NR por NO;™ es un ejem-
plo excelente de induccioén por sustrato, ya que el in-
ductor también es sustrato para la enzima. La induccion
de la NR es muy comun en varias partes de diversas
plantas. Las células implicadas al parecer conservan
energia al no sintetizar NR o el RNA mensajero que co-
difica dicha enzima sino hasta que se dispone de NO;™;
es entonces cuando la enzima empieza a aparecer en
cuestion de unas pocas horas. Esti investigandose la ma-
nera en que el NO;™ activa al gen que se necesita para
la formacién de NR.

En hojas y tallos, la luz también incrementa la acti-
vidad de la NR cuando el NO;~ estd disponible. Por
consiguiente, es comun la existencia de un ritmo diur-
no (dia-noche) en la actividad de la NR. La manera en
que la luz causa este ritmo aiin resulta poco clara y pa-
rece variar con la planta y el estadio de su desarrollo.
En primer lugar, en tejidos verdes, la luz activa uno o
ambos fotosistemas de la fotosintesis. Esto incrementa
(quizd mediante suministro de ATP) el transporte de
NO;~ almacenado de la vacuola al citosol, donde se
efectiia entonces la induccién de la NR (Granstedt y
Huffaker, 1982). En segundo lugar, 1a luz activa el sis-
tema del fitocromo (Cap. 20), lo que de alguna manera
activa al gen que codifica el RNAm que a su vez codifi-
ca la NR (Rajasekhar et al., 1988). Por ultimo, a través
de la fotosintesis, 1a luz promueve la actividad de la NR
porque incrementa el aporte de carbohidrato, mientras
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que el NADH que se necesita para la reduccién de ni-
trato se produce a partir de estos carbohidratos cuan-
do se les respira (Aslam y Huffaker, 1984). La respuesta
general del vegetal a estos efectos de la luz es un incre-
mento en la actividad de la NR y un mayor incremento
en la velocidad de reduccién de NO;~ a amonio des-
pués de la salida del Sol, sobre todo en las partes aéreas.

Reduccion de Nitrito a Iones
Amonio

La segunda reaccién del proceso global de la reduccion
del nitrato implica la conversion de nitrito a NH, *. El
nitrito que se origina en el citosol por la accién de la
nitrato reductasa se transporta a 1os cloroplastos en las
hojas o a los protoplastidios en las raices, donde se rea-
liza una subsecuente reduccién a NH,*, catalizada por
la nitrito reductasa. En hojas, la reducciéon de NO,™ a
NH;,* requiere seis electrones que se obtienen del
H,O mediante el sistema de transporte aciclico de elec-
trones del cloroplasto (Reaccién 14.4). Durante esta
transferencia de electrones, 1a luz induce el transporte
de electrones del H,O a la ferredoxina (Fd); a conti-
nuacion, la ferredoxina reducida proporciona los seis
electrones que se utilizan para reducir NO,™ a NH4*.
Es en este paso (Reaccidon 14.5), cuando se efectda la
utilizacién neta de dos H* para el proceso global de
la reduccién de nitrato a NH4* (véase la Reaccion

14.6).
3H,O + 6Fd (Fe’") + luz —»1.50, + 6H" + 6Fd (Fe>")
(14.4)

NO. + 6Fd (Fe*") + 8H' >NH, + 6Fd (Fe") + 2H.0
(14.5)

NO. +3H.0 +2H" + luz =NH, + 150, + 2H,0
(14.6)

Las Reacciones 14.4 y 14.6 indican que se requieren
tres moléculas de H,O para proporcionar los seis elec-
trones que se necesitan en la ferredoxina reducida (dos
electrones por cada H,O escindido por la energia lu-
minosa), aun cuando también aparecen dos H,O como
productos de esta reaccion global.

Si bien la ferredoxina reducida es el donador nor-
mal de electrones para la nitrito reductasa en hojas, la
sustancia reductora en raices ain no se conoce con cer-
teza. Cuando se estudia iz vivo la nitrito reductasa, és-
ta acepta poco los electrones provenientes de NADH,
NADPH o de compuestos de flavina que se presentan
de forma natural, como FADH,. La ferredoxina redu-
cida proporcionard electrones para las nitrito reducta-
sas aisladas en las raices, pero ni los proplastidios ni
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otras partes de las células radicales contienen cantida-
des detectables de ferredoxina. Aunque aun no se tie-
ne seguridad sobre la manera en que las raices reducen
NO,™ a NH4*, resulta claro que se necesita un aporte
de carbohidratos de las hojas y que la mayoria de las
reducciones se efectiian en los proplastidios (Bowsher
et al., 1989). Ademais, hay evidencia indirecta de que
¢l NADPH derivado de la ruta respiratoria de los fosfa-
tos de pentosa es la sustancia reductora activa. Resulta
sorprendente el que la nitrito reductasa, como la nitra-
to reductasa, también sea inducible por nitrato. En la
cebada, la adicién de nitrato o nitrito a una solucién
nutritiva disponible para las raices causa la induccion
tanto de nitrato reductasa como de nitrito reductasa en
hojas (Aslam y Huffaker, 1989). Sin embargo, los expe-
rimentos indican que el ion activo es el nitrato y que,
para ser funcional, el nitrito primero tiene que oxidar-
se a nitrato.

Conversion de Amonio en Compuestos
Organicos

Ya sea que el NH4* se absorba directamente del sue-
lo, o que se produzca por reduccién de NO;~ o por fi-
jacion de nitrogeno dependiente de energia, no se
acumula en ningun sitio del vegetal. El amonio es, de
hecho, muy téxico (Givan, 1979), quizd debido a que
inhibe la formacioén de ATP en cloroplastos y mito-
condrias al actuar como agente desacoplante. Ex-

cepto por trazas de NH4* que escapan a la atmosfera
como NH;~ volitil (véanse la Fig. 14-1 y Farquhar et
al., 1980), parece que todo el NH4* primero se con-
vierte en el grupo amida de la glutamina. Esta conver-
sién junto con otras reacciones da por resultado dcido
glutimico, 4cido aspartico y asparagina, como se resu-
me en la Fig. 14-8 y se describe brevemente a conti-
nuacion.

La glutamina se forma por adicién de un grupo NH,
proveniente del NH4* al grupo carboxilo mais alejado
del carbono alfa del 4dcido glutimico. De esta manera
se forma un enlace amida (Fig. 14-8, reaccién 1), y la
glutamina es una de dos amidas vegetales de especial
importancia (véanse las estructuras en la Fig. 9-2). La
enzima necesaria en este caso es la glutamina sinteta-
sa. La hidrolisis de ATP a ADP y Pi es esencial para ha-
cer que continde la reacciéon. Debido a que esta
reaccién necesita dcido glutimico como reactivo, de-
be haber algin mecanismo que lo proporcione; esto
se consigue mediante la reaccion 2, que es catalizada
por la glutamato sintasa. Esta enzima transfiere €l gru-
po amida de la glutamina al carbono carbonilico del 4ci-
do a-cetoglutirico, por lo que se forman dos moléculas
de idcido glutimico. Este proceso requiere un agente
reductor capaz de donar dos electrones: ferredoxina
(dos moléculas) en los cloroplastos y NADH o NADPH
en proplastidios de células no fotosintéticas. Uno de
los dos glutamatos que se forman en la reaccion 2 es
fundamental para mantener la reaccion 1, pero el otro
puede convertirse directamente en proteinas, clorofi-
la, dcidos nucleicos, etc. Ademas, parte del glutamato
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